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論 文 内 容 要 旨
緒言
多 くの被子 植物 は、 自殖 を防 ぎ近 交 弱勢 を回避す る機構 で あ る 自家不和 合性
を持 つ 。 アブ ラナ科植物 の胞子体 型 自家 不和合 性 の認 識特 異性 は、∫ 複対 立遺
伝子座 によ り制御 されて いる。5遺 伝 子座 には花粉 リガ ン ドで あるSP11(310cus
protein11),雌 しべの レセ プターカイネ ースで あるSRK(5receptorkinase),SRK
の レセ プ ター ドメイ ンと高 い相 同性 を持 つSLG(510cusglycoprotein)の 各遺 伝
子 が座乗 してお り、 これ らが5ハ プ ロタイ プを構成 して い る。∫ ハ プロタイ プ
はSLGとSRKの レセ プター領域で あるSド メイ ンのア ミノ酸配列 の相 同性
に基 づ き、classIとclassIIの2っ の グルー プに分 け られ る。classIIは 、classIに
比べハ プ ロタイプ数が少な いが集 団 にお ける存在 率 は高 い、class内 変 異が小 さ
い、classIに 対 して花粉 で劣性 となる、とい う特徴 を持 つ。これ らの特徴 が ∫ 遺
伝 子座 のゲ ノム構造 に どの よ うに反 映 されて い るのか は興 味深 いが 、classII5
ハ プ ロタイ プの広範 囲なゲ ノム構造 は これ まで に明 らか にされて いな い。
∫ 遺 伝子 座 の他 に、古 典遺伝 学的 に同定 されて いるアブ ラナ科 自家 不和合 性
を制御 して い る遺伝子 がMODで ある。〃204は βrα∬`cσ70卿 イ エ ローサ ル ソ
ン(YS)の 自家和合 性 の原 因遺 伝子 で あ る。1140Dは ∫ 遺 伝 子座 とは独 立 して
お り、 また5遺 伝子座 に対 して遺 伝 的上位 で あ り、柱 頭 の 自家不和 合性 の発 現
に必 須 で ある。 これ らの こ とか ら.MODは 柱 頭 で発現 してお り、SRKの 自己
リン酸化 以 降の 自家不 和合 性 シグナル伝 達 経路 に関与 して いる と考 え られて い
る。 自家不和 合性 の シグナル 伝達機 構 を解 明す る上 で、MODの 実体 を明 らか
にす る こ とは重要 であ る。
本研 究 で は、Er¢ ραclassII∫ 一60ハ プ ロタイ プのゲ ノム構造 を:解析 した。 ま
た、MODの 候補 遺伝子 とされた ア クアポ リン遺伝 子 につ いて分子 遺伝 学的解
析 を行 い、 これ が 毎OD本 体 で はな い事 を明 らか に し、M乙M(MIPgeneIinkedto
MOD)と 命 名 した。皿Mか らのク ロモ ゾー ムウ ォーキ ング を行 い、MOD遺 伝
子座 のゲ ノム構造解 析 を行 った。
第1章 β7α∬`cαrαPαclassII3-60ハ プ ロ タ イ プ の ゲ ノ ム 構 造:解 析
ぷ60ハ プ ロタイ プの広 範 囲 にわ た るゲ ノム構 造 を解 析 す るた め に、3-60ホ
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モ のE74ρ α 荊 培 養 系統P11の 高 分 子 ゲ ノ ムDNAラ イ ブ ラ リー を作 製 した 。
平 均 イ ンサ ー トサ イ ズ が50kbで 、74,000ク ロー ンか らな る ライ ブ ラ リー を作
製 し、10ク ロー ンず っ 混 合 して 保 存 し、 目的 ク ロー ン の ス ク リー ニ ン グ をPCR
に よ っ て 行 う系 を確 立 した(Fig.1-1)。
こ の ゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー か ら、飢(}一60と 羅60の 両 方 が 座 乗 した3
っ の 独 立 した ク ロー ンを得 た 。 これ ら3つ の ク ロー ンで カ バ ー され た領 域 の う
ち 、86.4kbに つ いて 塩 基 配 列 を決 定 し、GENSCANとBLASTに よ り遺 伝 子 領
域 を 推 定 した 。また 、高 分 子 ゲ ノ ム ク ロー ン に コー ドされ て い る遺 伝 子 のcDNA
を簡 便 に 単 離 す る方 法 を 開 発 し、86.4kbの 領 域 に コ ー ドされ て い る 遺 伝 子 の
cDNAの 単 離 を葉 、柱 頭 、 菊 の 各 組 織 か ら行 っ た 。
以 上 の解 析 に よ り、86.4kbの 領 域 か ら5P11-60,撚60,鉱 σ一60を 含 み16個
の推 定 遺 伝 子 領 域 を見 出 した(Table14,Fig.1-2)。 これ らの うちcDNAと して
単 離 され た も の が8個 、BLASTに よ り既 知 遺 伝 子 と相 同 性 が あ る領 域 と して
見 出 され た もの が5個 、G:ENSCANに よ り見 出 され た 推 定ORFが3個 で あ っ
た。 腿60下 流 域 の 、漉PP-60α か らMEP-60ま で の7個 の推 定 遺 伝 子 領 域 が 、
オ励 ∫4qρ∫∫5伽 伽 朋 第1染 色 体 の 飢L2regionと コ リニ ア リテ ィー(colinearity)
を示 した(Fig.1-3A)。 ∬L2regionはEr4ρ αclassI5-9ハ プ ロ タイ プ とコ リニ
ア リテ ィ ー を持 つ と して 見 出 され た 領 域 で あ り、classIとclassIIの 両 方 が ∬L2
regionに 相 同 な ゲ ノ ム構 造 を持 つ こ とが 分 か っ た 。
3-60ハ プ ロタ イ プ の 非 遺 伝 子 領 域 の 塩 基 配 列 を、βアα∬∫cαη4ρ〃5classI∫.遵4
ハ プ ロ タイ プ とclassI5-910ハ プ ロ タ イ プ の 全 塩 基 配 列 と比 較 した 。そ の 結 果 、
非遺 伝 子 領 域 には 比 較 した5ハ プ ロ タイ プ 間 で 相 同性 を持 っ塩 基 配 列 が 少 な い
こ とが 分 か っ た(Fig.1-3B)。 しか し、5-60ハ プ ロ タ イ プ の ∫P11-60下 流 領 域
に 、5.オ14と3-910両 方 の ∬(}下 流 領 域 の塩 基 配 列 が 部 分 的 に保 持 さ れ て い る
こ と を見 出 した 。 この こ とか ら、5-60の3P11-60下 流 域 と5.414,5-910そ れ
ぞ れ の ∬ θ 下 流 域 と の 間 に 、 程 度 は低 い が コ リニ ア リテ ィ ー が 存 在 す る こ と
が 分 か っ た 。
classII5-60ハ プ ロタ イ プ と既 報 の4っ のclassI3ハ プ ロ タ イ プ と の ゲ ノム
構 造 の 比 較 を行 っ た(Fig.1-3c)。 ゲ ノム構 造 の コ リニ ア リテ ィー が見 出 さ れ た
2つ の領 域 をそ れ ぞ れ3nankingregion1、3且ankingregion2と した 。5且anking
region1と2に 挟 まれ た 、3P11,㎜,鉱(7が 存 在 して い る領 域 は3coreregionと
した 。5coreregionに お いて 、classII5-60は ∬Gと ∬Kの 相 対 的 な 位 置 が 、
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他 の4つ のclassl5ハ プ ロタ イ プ に 比 べ 逆 に な っ て い る こ とが 分 か っ た 。5core
regionの 遺 伝 子 の並 び方 が 異 な る こ と、∫flankingregion1に お け る コ リニ ア リ
テ ィ ー が 低 い こ とな どか ら、classIとclassIIの 間 で の5遺 伝 子 座 にお け る 組
換 え は 、 同 じclass同 士 の 場 合 に 比 べ て 、 よ り厳 密 に 抑 制 され て い る と考 え ら
れ た 。
5-60ハ プ ロ タ イ プ に見 出 した 推 定遺 伝 子 領 域 の うち 、 蹴1と ㎜2(∫locus
AntherexpressedNon-codingRNAlike-1,2)はcDNAと して 単 離 され た が 、 いず
れ も長 いORFを 持 た な か った 。&卿1,&蜥2は 共 に5P11-60と 鑑60の 間 の
領 域 に コ ー ド さ れ て お り、&疵1の イ ン トロ ン の 一 部 分 に あ た る 塩 基 配 列 が
5幽2と して 転 写 さ れ て い た(Fig1-4B)。&引>1特 異 的 プ ライ マ ー を 用 い て 繭 、
柱 頭 、 葉 そ れ ぞ れ の 、mRNAに 対 してRT-PCRを 行 っ た と こ ろ、 蔚 の み で 複 数:
の バ ン ドが 増 幅 され た(Fig1-4A)。 餌NZは 複 数 の 様 式 で ス プ ライ シ ン グ さ れ
て お り、 そ の いず れ も長 いORFを 持 た な い こ とが 分 か った(Fig1-4B)。 近 年 、
長 いORFを 持 た な いmRNA様 の 転 写 産 物 が 多 く の 生 物 か ら単 離 さ れ 、
mRNA-likenon-codingRNAs(ncRNAs)と して 認 知 さ れ て お り、 これ らが 近 傍 の
遺 伝 子 の 発 現 制 御 に関 与 して い る 可 能 性 が 示 さ れ て い る。以 上 の こ とか ら、顕W
がclassIπ1ヘ テ ロ個 体 に お け る 、classII3P11特 異 的 転 写 抑 制 に関 与 して い る
可 能 性 が 考 え られ た 。
第2章 βアα∬ごco74ρα.MOD遺 伝 子 座 の ゲ ノ ム構 造 解 析
MODの 候補遺 伝子 とされ るア クアポ リン遺伝 子1田P一 掘OD(MODassociated
画orint血sicprotein)は 、 自家不 和合 性 を持 っ個体 の柱頭 で特 異的 に高 い転 写量
を示す遺 伝子 と して、 自家不 和合 性 の 丑r叩 α ∫一8系 統 か ら単離 され た。 この
雌P-MODに つ いて 、 ア ンチセ ンス形 質転 換 実験 を行 ったが 、 自家和 合 性 とな
った個体 は得 られ なか った。植 物 材料 として 自家不 和合 性 の コマ ツナ 品種`お
そ め'(Osm)を 用 いた が、 ノー ザ ンプ ロ ッ ト分 析 の結 果 、Osmの 柱 頭 にお け
るMZP-MODの 転写 量が 、 も とも と5-8に 比べて非 常 に低 い ことが分 か った。
この ことか ら、1四P-MODの 高 い転 写量 が 自家不和 合性 に必須 では な い可能 性
が示 された ため、M[P一赫ODに つ いての分子 遺伝 学的解 析 を行 った。
MZP一、MODに 特 異 的な プ ロー ブ を用 い、3-8,0sm(自 家不和 合性),YS(自 家
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和 合 性)の3種 類 のE74ρ α の ゲ ノムDNAを 用 いサ ザ ンプ ロ ッ ト分 析 を行 っ
た と ころ 、YSとOsmで 共 通 の メ イ ンバ ン ドが検 出 され た(Fig.2-1)。 また 、ぷ
8,0sm,YSそ れ ぞ れ の 耐P・MODの ゲ ノ ム ク ロー ン を単 離 し、塩 基 配 列 を比 較
した 結 果 、YSとOsmで は第3イ ン トロ ン の1塩 基 を 除 いて 完 全 に塩 基 配 列 が
一 致 し
、 両 者 が 同 じ遺 伝 子 を 持 って い る事 が わ か っ た 。 これ を 鮒P-MODの 対
立 遺 伝 子 と して 雌P・MOD∬ と した(Fig.2-2)。1四P-MODと1昭P-MO1)圏 は 推
定 ア ミ ノ酸 配 列 が100%一 致 した 。10系 統 のB.74ρ α につ い てMZP-MODIMZP一
.MOD∬ 遺 伝 子 型 を調 査 した結 果 、MZP一.MODと ㎜P一.MO1)瓢 共 にE74pβ に広
く存 在 して い る 事 が わ か っ た(Fig.2-3)。 さ ら に8系 統 の 丑r4ρoの 柱 頭 にお け
る1畷P-MOD㎜P一 跡OD"転 写 量 を比 較 した結 果 、 自家 不 和 合 性 で あ りな が ら 自
家 和 合 性 のYSよ り も転 写 量 の低 い 系統 が 見 出 さ れ た(Fig.2-4)。 以 上 の こ とか
ら、MZP-MODはMODで は な い こ とが 分 か り、!畷P-MOZ)を 躍LM(MIPgene
linkedtoll40D)と 命 名 した 。
MODの 探 索 の為 に 、M乙M周 辺 の ゲ ノム構 造 の解 析 を行 った 。 高 分 子 ゲ ノ ム
DNAラ イ ブ ラ リー を用 い て ク ロモ ゾ ー ム ウ ォー キ ン グ を行 い 、MLM周 辺 約
600kbの コ ンテ ィ グ を得 た 。 各 ク ロー ン の末 端 塩 基 配 列 に っ いて 相 同性 検 索 を
行 っ た 結 果 、そ の 多 くが オ.広加 伽 ηα 第2染 色体 の.PZP乃 周 辺 領 域 に相 同 性 を
示 した 。P乙P乃 は.4.伽 伽 澱 の 中 で 雌Mに 最 も高 い相 同性 を示 す 遺 伝 子 で あ
る。丑7叩 α のMLM周 辺 領 域 と オ.伽1伽 α のP乙P乃 周 辺 領 域 との 間 に 、 広 範
囲 にわ た っ て シ ンテ ニー(synteny)が 保 持 され て い る こ とが 分 か っ た(Fig2-5)。
得 られ た コ ンテ ィ グ の一 部 に つ いて 、 第1章 と 同様 に柱 頭 か らのcDNAの 単 離
を行 い 、23種 類 のcDNAを 得 た(Table2-1)。 これ らの 多 くは オ.∫加 伽 ηαPIP乃 周
辺 領 域 に ホ モ ロ グが 存 在 して いた 。 得 られ たcDNAの う ち特 異 的 プ ライ マ ー を
作 製 で き た もの につ いて は 、5-8,0sm,YSの 間 で の多 型 の有 無 を調 べ た 。 多 型
の検 出 で き た もの はMODの マ ッ ピ ン グ に利 用 で き る。 今 後 、MODの 単 離 に
向 け て 、 更 な る ク ロモ ゾー ム ウ ォー キ ン グ とcDNAの 単 離 及 び そ の:解析 が 必 要
で あ る 。
結語
B74ρ αclassII5-60ホ モ の繭 培 養 系 統 の 高 分 子 ゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー を作
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製 した。 この ライブ ラ リー か ら5遺 伝子 座のゲ ノム クロー ンを得 、そ の うちの
86.4kbの 塩基配列 を決定 し、16個 の推定遺 伝子 を見 出 した。3-60ハ プ ロタイ
プが、オ.孟加 伽 朋 第1染 色体 の 飢L2regionや 、classI3ハ プ ロタイ プ とコ リニ
ア リテ ィー を持つ事 を明 らか に し、5遺 伝子座 を3つ の領域 に分 け る こ とがで
き た。5P11-60と5RK-60の 間 の領域 に、ncRNAsの 特徴 を持 った遺伝 子&歪2>1
を見 出 し、 これがclassII5P11の 転写 制御 に関与 して いる可能性 を示 した。
MODの 候 補遺伝子 で あ った 雌P一福ODに っ いて分子 遺伝 学的解 析 を行 い、
これがMOD本 体 で はな い ことを明 らか に し、MLMと 名 付 けた。 高 分子 ゲ ノ
ムDNAラ イ ブ ラ リー を用 い、MLMか らの ク ロモ ゾーム ウ ォーキ ン グを行 い、
MLll4周 辺約600kbの コンテ ィグを作製 した。 このコ ンテ ィ グのDNAと 相 同
性 を持 ち、柱頭 で発現 して いる遺 伝子 のcDNAを23種 類単離 した。凪r4即M乙M
周 辺領域 とオ.∫加 伽朋PZP乃 周辺領 域が広 範 囲にわた って シ ンテニー を保 持 し
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toleft,respectively.(A)Comparisonofgenemapsof510cusof5-60and5乙L2regionof!蛋rσb'ψ ρ廊 此 α伽 πβchrユ.
HomologuesbetweenS-60andSLL2regionareconnectedbybrokenlines.Theregionof5-60havingcolinearity




















































































































































































genotypeofeachplantisindicatedasfbllows:2M〔ZP一 ルfOD,M【:P-MODhomozygote;ル αP一ルfO1)}雪,MIP一 翻ODy∫
homozygote;andH,ル π:P-MOD!MIP一 赫 α)}否heterozygote.Thestraindesignationsshownaboveeachlaneareas
inFig.2-3.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
自家不 和合性 における花粉 と雌蕊 の 自己認識 特異性 は,S遺 伝子 座上 にある複数 の遺伝 子 のセ ッ ト'
(Sハ プロタイプ)に よって決定 され,ア ブラナ科植物 においては,花 粉 の認識特異性 を決定す る遺伝
子SIP11と 雌蕊 の認 識特異性 を決定する遺伝子SRKが 明 らかに されている。8ハ プロタイプの他 に,自
家不和合か 自家和合か を決定す る遺伝子があ り,そ の うちの一つで古典遺伝学的解析 が進 んでい るもの
として,MOD遺 伝子がある。本研究 は,MOD遺 伝子 を解明するため,S遺 伝子座 をモデルケースと し
て高分子 ゲノム クロー ンの単離 とゲノムクローン上の遺伝子 の同定 を行 うと ともに,MOD遺 伝子 を含
む と推測 される領域のゲ ノムDNAの クローニ ングを行 った ものであ る。
8ハ プ ロタイプは塩基配列 の相 同性か ら2つ の クラスに分類 され てお り,ク ラス1は これ まで よ く研
究 されて きたが,ク ラス2ハ プロタイプのゲノム構造 は明 らか にされていない。そ こで,B鵡88`cα7qρ α
クラス2ハ プロタイプの8-60ホ モ系統の高分子 ゲノムDNAラ イブラリーを作成 し,・8P11,SRKを
含 む約100kbの コンテ ィグを作成 し,86.4kbに ついて塩基配列 を決定 して,そ のゲノム領域 にあ る遺
伝子 を推定 した。その結果,ク ラス2ハ プロ タイプのS遺 伝子 座は,SP11,SRKを 含む中心部 では ク
ラス1ハ プロタイプと構造が大 き く異 なることが明 らか となった。また,SIP11,8EKを 含 む中心部 に,
8P11の 転写 に影響 する可能性が示唆 される新 たな遺伝子 を見 出 した。
アクアポリンの遺伝子1田P-MODが1レfOD遺 伝子の候補 と して知 られていたが,ア ンチセ ンス遺伝子r
によるコマツナの形質転換実験や,遺 伝子の塩基配列や発現の解析か ら,1贋Pr聯01)はMα)遺 伝子では
な く,密 に連鎖 した遺伝子 であることを明 らか に し,1田P-MO1)を1肌M(MIPgeneHhkedto必01))
と命名 した。
MOD遺 伝子 を見出すため,高 分子 ゲノムDNAラ イブラリーを用いてクロモゾーム ウォーキング を行
い,ル 岳M周 辺約600kbの コンテ ィグを得 た。 この領域 にあ り,柱 頭で発現 してい る遺伝子23種 類 の
cDNAを クローニ ングし,塩 基配列 を決定 したが,MO1)遺 伝子 を絞 り込 むまでには至 らなかった。 この
肌1しf周 辺領域はシロイヌナズナのPZP16周 辺領域 との間に,広 範囲にわたってシンテニーがあ るζとが
分かった。
以上 のように本研 究は,ア ブラナ科植物の 自家不和合 性に関与す る8遺 伝子座 と1レfO1)遺 伝子周辺領
'域 のゲ ノム構造 を明 らか に し
,8遺 伝子座 の構 造の多様性 を示す と共 に,1レfOD遺 伝子単離への道 を切
り開いた。 また,BrαSS`Cαr(甲 αの クロモ ゾーム ウォーキ ングによる遺伝子単離の ための独 自の技術開
発 を行 い,ア ブ ラナ科植物 の遺伝子研 究 にお け る貢献 が大 きい。 よって審査 員一 同は本論 文 は博 士
(農学)の 学位 を授与す るに値す る内容であ る と判定 した。
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